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烙铁 头 蛇毒 血小板 聚 素 (TMVA) 
对 动物 体内 血小板 的 聚集 与 止血 功能 


TER FKA Lem WEN 


中 国 科 学 院 昆 明 动 物 研 究 记 ) 


摘 要 


兔子 实验 表明 静脉 注射 TMVA 后 血 小 松 数量 降低 70% 以 上 ， 3 小 时 后 回 
升 ，12 小 时 左右 接近 正常 。 经 注射 TMVA 后 PFs，PF, 活 性 增强 ， 出 和 时 间 缩 
短 ， 全 血 疡 固 时 间 也 略 有 缩短 ， 在 不 同时 间 内 取 心 脏 血 测定 结果 证 明 血 小 板 聚 
集 功 能 降低 ， 抱 剂量 组 呈 波 浪 状 变化 ，24 小 时 尚未 恢复 正常 。 经 对 给 药 后 兔子 
24 小 时 及 30 天 的 病理 切片 检查 发 现 仅 个 别 动物 有 血栓 ， 和 让 小 板 隧 集 和 红细胞 沉 
积 。 小 白鼠 腹腔 注射 TIMYA 后 ， 出 血 时 间 也 明显 缩短 ， 而 大 剂量 组 5 小 时 后 出 
血 时 间 略 有 延长 。 
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血小板 聚集 组 份 的 研究 国内 外 均 极 活 旺 ，Ouyang (1978, 1980), Teng (1981) 从 
烙铁 头 蛇 毒 虫 分离 纯化 了 血小板 聚集 组 份 ， 进 行 其 结构 与 功能 的 研究 ， 据 报道 体内 注射 
该 组 份 后 30 分 钟 血小板 数 降 至 原来 的 20%% 左 右 ， 有 关 其 它 体 内 研究 则 尚未 见 有 报道 。 这 
次 我 们 对 湖南 产 烙 铁 头 蛇毒 中 分 离 纯 化 所 得 的 血小板 聚集 素 组 份 进行 了 体内 血小板 至 集 
功能 和 止血 作用 的 研究 。 


mR MW = 


(—) 材料 。 TMVYVA 本 实验 室 纯化 ， 肝 素 ，TMYA, MIER (Ristocetin), di 
小 板 活 化 因子 (PAF) Sigma 公 司 产品 ， 花 生 四 烯 酸 AA) 瑞士 包装 ， 其 它 均 为 国产 试 
A. DAR, RRA, ARAM (2.5 一 3 kg) 云南 大 学 动物 饲养 场 提供 。 

(二 ) 方法 人 竟 子 试验 ， 正 常 大 耳 免 3 一 5 只 ,给 TMVYA 前 24 小 时 从 心脏 取 血 测 
定 各 项 正常 位 ， 再 经 耳 静 脉 注射 不 同 剂量 的 TMYA， 分 别 按 表 中 所 列 的 不 同时 间 从 心 胜 
取 血 ， 测 定 各 项 指标 ， 实 验 重 复 二 次 ， 取 平均 但 。 


b4 动 物 学 研究 增刊 

小 白鼠 实验 ， 体 重 20 + 2g 健 康 小 白鼠 每 组 10 只 ， 肉 、 雄 各 半 ， 摘 去 眼球 放血 混合 制 
备 富 血 小 板 血 桨 《PRP》， 用 少 血 小 板 血 桨 (PPT) 调 PRP 至 40+ 2x10*/mm?, 测定 
血小板 聚集 率 〈 正 常 对 照 ) ， 实 验 组 腹腔 注射 各 种 诱导 剂 和 抑制 剂 ， 于 不 同时 间 摘 出 限 
球 帮 和 诈 ， 测 定 血 小 板 聚 集 功 能 ， 每 组 重复 三 次 取 平 均值。 

出 血 时 间 测 定 ， 小 白鼠 每 组 10 只 ， 腹腔 注射 不 同 剂 量 的 血小板 诱导 剂 和 抑制 剂 ， 对 
照 组 注射 等 量 生理 盐水 ， 以 不 同时 间 在 小 鼠 尾 的 同一 长 度 ， 切 弃 尾 尖 后 ， 将 尾 插入 装 有 
10ml 生 理 盐 水 的 试管 中 自然 流 和 也 10 分钟， 用 721 分 光 光 度 计 540nm 比 色 计 算出 血 量 。 

免 子 出 血 时 间 用 8 号 针 刺 耳 静脉 ， 用 滤纸 吸 去 血 消 ， 记 录 流 血 时 间 。 全 血 凝 固 时 间 
接 试管 法 测定 ， 兹 血 酶 时 间 、 白 陶土 部 分 凝血 酶 时 间 按 临床 检验 常规 进行 。 

血小板 第 3 因子 CPPS) 采用 凝血 活 酶 生成 方法 测定 。 

血小板 第 4 因子 “PF,》 按 肝素 耐量 方法 测定 。 


实 Xp Np OK 


(一 ) 注射 不 同 剂量 的 TMVA 统 计 免 子 血小板 计数 变化 ， 免 子 注射 不 同 剂量 的 
TMVA 以 后 ， 库 小 板 计数 在 30 分 钟 内 明显 下 降 至 原来 的 20% 以 下 ，3 小 时 后 逐渐 回升， 
12 小 时 基本 恢复 正常 ， 血 小 板 计数 降低 幅度 与 回升 在 不 同 剂量 组 之 间 差 异 不 明显 ， 结果 


见 图 1 。 
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Bis ue 图 1 TMYA 对 免 子 血小板 计数 的 影响 
Fig. 1 Effect of TMYA injection on 
the platelet count of rabbit 
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(=) 血小板 第 3, 4 因子 (PEs。，PF,) 活性 测定 :给 兔子 耳 静脉 注射 (100HEAxg) 
TMVA 后 ， 不 同时 间 从 心脏 取 应 测 PFs ， 结 果 证 明 PF ,的 活性 有 一 定 增高 ， 凝 血 活 酶 生 
成 时 间 与 实验 前 相 雍 有 明显 的 缩短 ， 见 表 1 。 

肝素 耐量 法 测定 PP, 结果 表明 ，PE, 活 性 同样 增强 ， 肝 素 耐 量 在 24 小 时 内 有 较 明 显 
的 增加 ， 见 表 2 。 

(三 ) 体内 血小板 聚集 功能 测定 ， 耳 静脉 注射 不 同 剂量 了 MVA 后 在 不 同时 间 心 脏 取 

血 测定 血小板 案 集 功能 ， 结 果 证 明 血 小 板 育 集 功能 随 注射 剂量 成 正比 降低 。 低 剂量 组 则 


成 波浪 型 降低 ， 见 表 3 。 
兔子 试验 得 到 这 一 结果 后 ， 我 们 进一步 用 小 白 局 进行 验证 。 从 小 展 腹 腔 注射 了 TMV 人 A 
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(5 一 10ug/20g) 后 不 同时 间 摘 眼球 取 血 用 ADP，AA，TMYA，PAEF 作 诱导 剂 测定 血 
小 板 聚 集 率 《%>， 结 果 发 现 所 有 聚集 率 均 显 著 降 低 ， 而 TMVYA，ADP 在 注射 后 24 小 时 均 
ANG APR, HER ADP (5 一 10Lg/20g) 后 TMYA，ADP 诱 导 聚 集 仅 部 份 降低 ， 而 
30 分 后 TMVY A 诱导 公 集 很 快 恢复 。 注 射 瑞 斯 托 霉 素 、AA、PAE 后 血小板 各 项 聚集 率 均 
A BAR, WHA, 


Xi TMVA 对 家 免 体 内 血小板 第 5 因子 的 作用 (剂量 100ukg/kg， 秒 ) 


Table. 1 Effect of TMYA on PF; of rabbit (dose, 100ug/kg, time, sec) 











1 tube 2 tube 3 tube 4 tube 5 tube 6 tube 
normal 24,3" 22.9" 29.3" 17.3" 1B 18" 
p.5(hr? 13" 14" 14.7" 14" 14.7" 15” 
3 11,6" 13” 14.2" 14,8” 18" 14.8" 
7 12,6" 11.3" 13.4" 12.8" 13" 13,77 
24 11” 12" 13" 12.6" 12.8" 12” 





表 2 TMYVA 对 家 免 体 内 血小板 第 4 因子 的 作用 〈 剂 量 100hkg/ kg, 分 ) 


Table. 2 Effect of TMVA on PF, of rabbit (dose, 100ug/kg, time, min? 








Heparin dose 3 unit 7 unit 10 unit NaCl 0.9% 
normal 6 —14 15—22 22—30 3 一 5 
9.5thr) G— 3 11—18 17 一 25 d —4 

J 3—9 8—14 15—22 9—5 
7 6 —13 12—18 18—22 3—5 
24 8 —12 17—21 15—21 2—5 





M3 注射 不 同 剂量 TMVA 对 家 兔 血 小 板 共和 集 活力 的 影响 


Table, 3 Effect of TMVA of different dose injection on Platelets aggregation activity ol rabbit 





Time after injection (hour 





normal aggregation (94) 





0.8 1.5 3 24 48 
duse TMVA ADP TMVA ADP TMVA ADP TMVA ADP TMVA ADP TMVA ADP 
25ug/ kg 52 51 0 0 5.2 1 22.5 13 74.3 53 13.3 17.5 
59 51 33 0 0 13 21 30 16 16.2 14.5 26 25 
150 55 54 0 0 D 0 0 14 13.2 11.3 17.6 18.5 


* TMVA OW.15pM}Y, ADP (iM) 


中 动物 学 研究 增刊 


我 们 进一步 比较 了 腹腔 注射 阿 斯 匹 林 入 SA 肝素 10 单 位 /20g 后 ， 对 ADP, TMVAES 
的 血小板 聚集 功能 的 影响 ， 结 果 证 明 肝 素 对 TMVA 诱 导 的 率 集 影响 很 小 ， 阿 斯 匹 林 则 几 
乎 无 任何 影响 ， 但 二 者 明显 的 抑制 ADP 诱 导 的 血小板 聚集 ， 说 明 TMVAA 诱 导 的 聚集 不 依 
TXB RRS, MEW 10hg TMVA 与 10 单 位 肝素 混合 注入 小 白鼠 体内 ， 则 ADU 和 
TMV AGG Fe EIS AB REA, WES. 

(Quo HREM ES Ge: 我们 给 小 白 良 腹腔 注射 TMYAA，ADP, HR AIE ii rE k 
后 ， 在 不 同时 间断 昆 测 定 出 血 时 间 ， 结 果 表 明 注射 TMVA， ADP feo hit Ads 
显 减 少 ， 但 TMYA 随 注射 剂量 增 大 而 出 血 量 增加 。 肝 素 和 阿 斯 匹 林 组 出 血 量 也 增 大 ， 见 
KE. 

RE du REL TED, KERER TRIER E SERIE, POR ACRI ELSE I 
时 间 3 MAA ae, AERA. MKT. 8. 

兔子 耳 静脉 注射 TIMVA (100hg/kg) Ja24/ B] AEXCÁEJRERUI Be BE HIR EHI. 除 
低 、 中 剂量 组 个 别 免 子 肺 内 看 到 栓塞 外 ， 其 它 未 发 现 明显 栓塞 和 出 血 。 7 天 和 30 天 处 死 
动物 在 心肌 ， 肝 、 脾 中 常 发 现 玻 璃 样 沉积 物 和 少数 血小板 凝集 或 红色 样 物质 沉积 ， 各 剂 
量 组 均 出 现 血 管 扩 张 ， 血 管内 有 淋巴 细胞 浸润 和 次 血 ， 出 身 等 病理 变化 ， 尤 以 高 剂量 组 
明显 ， 甚 至 产生 脑 部 出 血 等 症状 。 这 些 表现 是 否 与 DIC 有 关 ， 值 得 进一步 研究 。 





结果 讨论 


兔子 静脉 注射 不 同 剂量 的 TMVA 后 体内 血小板 明显 降低 至 正常 的 20% 左 右 ， 但 降低 
的 幅度 随 剂量 成 正比 ，Oyuang(1980) 从 台湾 产 烙铁 头 蛇 毒 中 分 离 到 血小板 聚集 素 给 锡 
子 耳 静脉 注射 100ukgykg 体 重 时 亦 同样 观察 到 这 一 现象 。3 小 时 后 逐步 恢复 正常 。 我们 进 
一 步 观察 到 24 小 时 处 死 动 物 ， 病 理 切片 检查 未 发 现 血栓 ， 但 在 肝 、 脾 、 心 肌 血 管 中 找到 
玻璃 样 变 或 红色 样 沉积 物 ， 这 就 表明 血小板 减少 可 能 不 是 因 在 体内 大 基 到 集 形成 血栓 而 
被 消耗 ， 而 是 在 肝 、 肾 中 形成 玻璃 样 变 微 栓塞 ， 或 为 巨峰 细 胞 吞食 或 在 进入 网 状 内 皮 系 
统 时 被 扣压 所 致 。 但 给 药 后 7 天 处 死 动物 则 在 肺 部 和 心肌 血管 内 发 现 应 小 板 聚 集 和 肺 栓 
赛 《〈 仅 少数 动物 看 到 ) ， 大 多 数 动物 在 肝 、 脾 内 出 现 红 色 样 无 核 巨 只 细 胞 或 铁血 黄 素 访 
积 ， 大 多 数 动物 血管 扩张 ， 各 种 组 织 出 现 出 血 ， 洲 也 现象 和 淋巴 细胞 浸润 ， 多 核 白血球 
说 润 ， 这 点 与 国外 Jakeb 报道 PAE 能 增加 血管 通 透 性 ， 使 大 分 子 物 质 溢 出 血管 外 的 炎症 
增加 过 程 相 似 ， 但 我 们 尚 看 到 肝 、 心 肌 、 有 趾 、 脑 等 组 织 出 现 出 血 和 湾 血 现象 ， 也 就 是 说 
TMVA 对 血小板 的 激活 聚集 作用 可 能 与 体内 DIC 形 成 有 关 ， 值 得 进一步 研究 。 

注射 TMVA 后 PE。 活 性 增加 ， 这 点 与 Duyang 从 台湾 产 烙 铁 头 血小板 聚集 素 在 体内 
观察 结果 一 致 。 我 们 尚 进一步 观察 到 PF ,活性 同样 增加 ， 这 与 体外 肝素 不 能 抑制 TMVA 
活性 是 一 致 的 。 

兔子 和 小 白鼠 体内 注射 TMVA 后 不 同时 间 采 血 用 TMVYA，ADP，AA，PAF 为 诱导 
剂 测定 血小板 聚集 率 <%》， 结 果 表 上 明 TMYA，ADP 几 乎 在 24 小 时 内 不 能 诱导 聚集 AA, 
PAF 也 有 显著 降低 ， 而 注射 其 它 诱导 剂 仅 自身 诱导 聚集 率 有 一 定 降 低 ， 但 注射 [FAE 后 几 
乎 未 见 变 化 ， 同 时 注射 环 氧化 酶 抑制 剂 阿 司 匹 林 ，TMYVA 诱导 聚集 不 降低 ， ADP 则 显 
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表 7 兔子 静脉 注射 TMYA 对 凝血 、 出 上 血 时 间 的 影响 (分 、 秒 ) 
Table. 7 Effect TMVA intravenous injection on clotting time 
and bleeding time of rabbit (min, sec? 





Time after TMVA injection (100ug/kg) 





normal 0.25 hr 0.5 hr 3 hr 7 hr 24 hr 
Clotting time 4739" 4729" 4°15" 37 40% 4°50" 4'12* 
Hemorrhagia time 1720" 87" 40" 1^10* 1715" 56” 





HS 兔子 静脉 注射 TMVA 对 全 血 凝 图 时 间 的 影响 〈 分 、 秒 ) 


Tabte, 8 Measurement of elotting time eta. after TMVA intravenous injection of rabbit 





25 Hg/kg $0 pg/kg 150 ug/kg 
CT 5712” 5'21* 5^7* 
normal TT 10.6” 10.87 12” 
KPTT 42,2" 43,1” 42.1” 
CT 5'40* 5^47* 8712” 
7 TT 10.37 9.57 19^ 
Time nfter injection (day) KPTT 42.3* 43,3” 41.6” 
CT 512” rae 8711” 
14 TT 9.7” 8.37 8.8" 
KPTT 81" d2* 83" 
CT 5722” 5710" 5740" 
30 TT 97 9.17 8.3” 
KPTT 41.7" 35.7" 36" 





著 降 低 。 进 一 步 表 明 TMVA 是 一 个 多 途径 ， 强 有 力 的 血小板 活化 诱导 剂 ， 聚 集 率 降低 与 
血小板 计数 减少 和 功能 消耗 有 关 , 是 否 有 其 它 作用 有 待 进一步 研究 .注射 PAF 后 , 仅 ADP 
部 份 被 抑制 ， 而 PAF 诱导 案 集 几乎 无 影响 ， 表 明 PAF 可 能 并 非 存在 一 条 独立 的 活化 途 
径 ， 而 与 TMVA 有 有 明显 差异 。Francoise 认为 PAF 可 能 不 是 第 三 条 活化 途径 的 诱导 剂 ， 
同 我 们 的 结果 有 相似 之 处 ， 值 得 进一步 研究 。 

血小板 罕 集 与 止血 功能 密切 相关 ， 腹 腔 注 射 TMVA, ADP 后 2 小 时 内 出 血 量 明显 
减少 ， 而 高 剂量 组 略 有 增加 ， 表 明 在 此 期 间 由 于 血小板 功能 被 消耗 ， 出 血 量 有 增加 ， 这 
点 在 我 们 进行 小 白鼠 断 尾 试验 中 观察 到 尾 尖 有 凝 块 形成 ， 而 出 血 量 反 而 增加 相 一 致 。 注 
射 肝素 ， 及 注射 阿 斯 匹 林 组 出 血 量 均 比 对 照 组 增加 ， 尤 以 TMVYA 和 肝素 合用 组 尤为 显 
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邯 。 全 血 凝 加 时 间 ， 凝 血 酶 时间 和 上 白 陶土 部 份 凝固 时 间 无 显 若 变化 ， 这 一 结 采 表明 
TMV A 对 凝血 活 酶 生成 等 无 明显 影响 。 

综 上 所 述 ，TMVA 体内 外 实验 结果 证 明 它 既 可 通过 ADP 诱导 的 血小板 活化 途径 ， 
又 可 不 通过 ADP 和 TXB: 途 径 诱导 血小板 产生 聚集 ， 是 一 个 新 的 活性 极 强 的 血小板 活化 
诱导 剂 。 
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STUDY OF PLATELETS AGGREGATION AND THE 
EFFECT OF HEMOSTASIE IN VIVO BY TMVA* 


Xiong Yuliang Yang Chengiiu Wang Wanyu Yang Shangchuan 


(Kunming Institute of Zoology, Academia sinica) 


Results of experiment on rabbit indicate, after the injection of TMVA intra- 
venously, the counting of blood platelets obviously dropped to 30% of the original. 
it gradually raised after three hours and it became normal about 12 hours 
afterwards, No thrombus discovered from animals killed from 24 hours io 30 
days, Aggregation of platelets and deposition of red blood cell appeared in only 
a few of those animals, Blood taken from hearts at various intervals for testing 
experiments of platelets aggregation results showed that obvious decrease in 
aggregation function of platelets through exhaustion, It was impossible for all 
of them return to normal 24 hours aflerwards cxcept those groups treated with 
lower dosage, Whole blood coagulation time: PFa, PF, activity raised, Shightly 
shorter at 3 hours bleeding time shorter within 30 minutes no other obvions 
changes appeared, Determination of platelcts ageregalion function at various 
stagis showed obvious decrease, 

Through exhaustion of the aggregation function, excepl that wave-like 
variations appeared for those treated with low dosage, Mouse injected with 
TMVA, The bleeding time obviously became shorter within 30 minutes, those 
groups treated with high dosage prolonged after 5 hours, 

Key words TMVA PF, PF, Hemostasie Thrombus 


+ Trimeresurus mucrosquamatus venom platelets aggregation 


